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はじめに
世界で確認されている約9000種類の鳥類の約半
分の種では,性は外部形態によって識別できず,
雛の性も同様に外部形態によって判別することは
困難である｡
最近のペットブームにより多くの鳥類が､愛玩
鳥として輸入､販売されている｡また､自家繁殖
による生産も盛んになり､特に､輸入が制限され
る鳥類においても国内ブリー ダーの技術の向上に
より生産可能な個体や鳥種が増えてきていること
から雌雄判別された個体の必要性が増加した｡
外部形態から性の判別が可能な多くの鳥類の特
徴として､雌雄間での体型や羽色の違いがある｡
採卵用のニワトリやウズラといった家禽において
雌雄判別は､性によって飼育目的が異なるため､
早期に区別する必要性があることから重要な作業
の1つである｡すなわち､初生雛の段階で採卵用の
メス個体と肉用のオス個体の選別を行う必要性が
ある｡そこで､以前は初生雛鑑別師による旺門鑑
別法によって性判別が行われていたが､近年では､
伴性遺伝形質を導入した品種を用いることで雛の
羽色鑑別や羽性鑑別によって性判別されている｡
また､愛玩用の文鳥は､幼鳥では性別による外見
的な差は全くみられないが､性成熟した成鳥では､
雄の方が雌よりもくちばしの形が盛り上がり､色
が濃くなる｡さらに､目の周りの赤い模様も濃く
なってくることから､ペア形成時にはこの違いか
ら性判別しているが､実際には中間的な個体も多
く､性判別は､非常に困難でペアリングの成功率
は6-7割程度であると報告されている (市川ら
2006)｡また､野性のアカヒゲも幼鳥では性別に
よる外見的な差は全くみられないが､成鳥は､ス
ズメ位の大きさで､雄は首から胸にかけて黒い羽
色を示す外部形態によって識別されている (関
2003)0
一方､外部形態によって判別することが困難な
鳥類の中でも愛玩鳥としてオウム､インコ類や猛
禽類が多く流通している｡そして､性が明らかな
個体は､販売時に有意に選択されることや価格も
また比較的高価に取引される傾向があることから､
販売業の視点からも性判別の必要性が挙げられて
いる｡
従来､外部形態による性別が不明な場合､より
確実に性別を見分けるために雄のさえずりや求愛
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ダンスなどの行動から判断していたが､観察に時
間と労力を費やすため生産や販売の現場では実用
的ではなかった｡しかし､雌雄の簡易判別は極め
て重要な技術となっており､さらに雛や若齢時に
性判別ができれば､繁殖候補鳥の飼育羽数の縮小､
ペアリング失敗の回避による省力化や生産コスト
の削減などが期待できる｡
近年では生化学的手法の発達にともない､鳥類
の性判別にDNA を用いる多数の方法が報告され
ている (FridolfTssonetal.,1998;Dvoraketal.,1992;
Horieta1.,2000;Huyneneta1.,2002;Itoheta1.,2001;
KloetandK】oet,2003;K】oetandKloet,2005)｡鳥類
では雌が異型配偶子 (WZ)､雄が同型配偶子 (ZZ)
を持つため､この性染色体の違いを調べることで
性の判別ができる｡なかでも､性染色体上のC〟か
(chromo-heHcase-DNA-binding)遺伝子の塩基配列
の違いをPCRによって検出するいくつかの手法
は､簡便で大量のサンプル処理が可能であり､ま
た汎用性が高いため､走鳥類以外の様々な鳥種の
研究に用いられている (BermddezIHumaraneta).,
2002;FridolfssonandEHegren,2000;Grifithseta1.,
1998;Kahneta1,1998)o しかし､技術的な問題が
完全に解決されているわけではなく､それぞれの
鳥種で性判別の信頼性を高めるためには､いくつ
かの方法を組み合わせたり､性が既知のサンプル
で信頼性を確認したりする必要がある (Shizuka
andLyon,2008)0
ミヤマオウム (Nestornotabt'lis)は､オウム科に
分類されるニュージーランドの固有種であり､生
息数の減少から保護の対象となっている｡わが国
にも数羽のミヤマオウムが飼育されているが､外
部形態からの性の判別は困難である (図 】)0
そこで､ミヤマオウムの性判別を行うために､多
くのオウム､インコ類で判別可能なCHD遺伝子部
分と同じプライマーセットでの性判別の可能性を
検討した｡
材料方法
性判別検査は､ミヤマオウム2羽 (オスl羽､メ
ス1羽)と性が不明のミヤマオウム2羽と対照とし
てヨウム2羽(オス】羽､メス1羽)の羽根を用いた｡
各個体の羽軸の根部から常法に従ってProteinaseK
処理後､フェノール ･クロロホルム法でDNAを抽
出した｡
42
虻 !.完ニ_:I_I
トリ性判別用マーカーは､C〟か遺伝子の雌雄間
で変異が認められる部分を増幅する
Bermddez-Humaranら(2002)が報告しているプライ
マーA (P2,P3)とItoら(2003)が報告しているプラ
巨 Tr イマ-B (MP,Nf)の2組のプライマーを用いた〔
各 トリ性判別用マーカーのプライマーセットの
うち､片方のプライマー5'末端に蛍光色素で標識
し､PCR反応液としてGoTaq⑧MasterMix(Promega
Corporation,Madison,WTS,USA)を用いて添付のプ
ロトコールに従って調整し､GeneAmpPCRSystem
2700(AppliedBiosystems,FosterCity,CA,USA)に
て目的の配列を増幅した｡pcRの反応条件は94℃
3分間で予備変性を行った後､94℃ 60秒間､55℃
30秒間､72℃ 60秒間のサイクルを35回繰 り返
し､最後に72℃ 5分間の伸長を行った｡プライマ
ーAで反応 したpcR増幅産物は､制限酵素HaelII
で37℃ 120分間消化したD
各マーカーのPCR増幅産物は､ABIPR】SM377
DNASEqUENCER(AppliedBiosystems)で電気泳
動 を行 い ､GeneScan 350ROX SizeStandard
(AppliedBiosystems)に基づいて､GeneScanAnalysis
(AppliedBiosystems)によりサイズを測定した｡配図1 ミヤマオウム (ペア)
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偶 子 の型 の確 定 には､Genotyper(Applied
Biosystems)を使用した｡
結 果
ミヤマオウムとヨウムのDNAを用いたPCR増幅
産物を電気泳動した結果について､各個体で認め
られる断片の長さが､ピークの位置で表されてい
るエレクトロフェログラムで示した (図2､3)0
プライマーA を用いた結果､両鳥種の断片長は
112bpであったOそこで､各性染色体上のCHD遺
伝子の塩基配列の違いを見るためにHaeIIIによる
制限酵素反応を行った結果､オウム､インコ類の
Z染色体由来のCHD遺伝子断片は66bp,46bpに分
断され､W 染色体由来の CHD遺伝子断片は分断
されないことから､メス(WZ)は､112bp,66bp,46bp
とオス (ZZ)は､66bp,46bpの断片長になるが､
オス､メスそれぞれの46bp断片は､蛍光色素が修
飾されていない断片になるためピークが認められ
なかった｡したがって､ヨウムの配偶子型は､メ
スは112bp,66bpとオスは66bpの断片長を示した｡
一方､ミヤマオウムでは､メスは 112bp､オスは
112bpと 66bpとなり､通常のオウム､インコ類で
示す配偶子型と異なる断片長を雌雄間で示した
(図2)｡
次に CHD遺伝子上の雌雄間の塩基配列上にあ
る-塩基多型を利用 して Amplificationrefractory
mutationsystem(AM S)によりW 染色体由来の
CHD遺伝子部分のみが増幅されるように設定し
たプライマーBを用いたpCR増幅産物を電気泳動
した結果､ミヤマオウムとヨウムのそれぞれのメ
ス個体のみ増幅産物(306bp)が認められた(図3)｡
そこで､プライマーBを用いで性別の不明な 2個
体のミヤマオウムについで性判別を行ったところ､
一方の個体のみ増幅産物が認められたことから､
オスとメスであると判定されたO以上のことから､
ミヤマオウムの性が正しく判別されることが明ら
かとなった (表 1)｡
考 察
ミヤマオウムの性判別では､プライマーBを用い
ることにより雌雄が判別され､プライマーAの増
幅により各個体のDNAの存在を確認することがで
きる｡したがって､今後､2組のプライマーを用い
ることで判別結果の信頼性は高くなると考えられ
た｡これまでの外見上の判断では､性成熟を迎え
た繁殖期の個体の行動でしか性判別できなかった｡
また､繁殖期以外の季節では性差がわかりにくい
ため､性判別ができるまでに長い時間を要したが､
今後は本研究の手法を用いて解化後の卵殻膜から
のDNA抽出による雛の性別を評価することも可能
であると考えられる｡
プライマーBは､主にワシやタカ類の性判別に用
いられているが (Itoeta1.,2003)､本研究の結果よ
りオウム､インコ類をはじめとする他の鳥種につ
いても､Z染色体の塩基配列部分に変異が保存され
声1争プライマ~の即 された幣 bpi ヨウム
プライマー オス メス オス メス
ライマーA 112
flaeIIdigested 112,66,46
112 12 112
112 6･46 112･66･46
306 306ライマーB
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ている可能性が考えられた｡また､この領域はイ
ントロン部分も含まれており､ワシやタカ類の断
片長(286-330bp)には､雌雄間で2-20bpの差異があ
り､種間でも40bp以上の違いが確認されているこ
とから (Itoeta1.,2003)､鳥種によって断片長が異
なることが予想された｡本研究で用いたミヤマオ
ウムとヨウムでは､共に306bpの断片長が認められ
た｡
一方､プライマーAでのPCR増幅産物の制限酵素
による消化では､通常のオウム､インコ類の雌雄
間でそれぞれ認められる断片長が､同じオウム科
に分類されるミヤマオウムで異なることが明らか
となった｡すなわち配偶子の型が､従来の鳥類の
メスで認められるものがミヤマオウムのオスで認
められ､ミヤマオウムのメスでは予想される断片
長が認められなかったことから､通常のオウム､
インコ類のCHD遺伝子の塩基配列とは部分的に異
なることが示唆されたO特に､この部分はCHD遺
伝子のDNA-binding領域にあたる保存性の高い領
域であることから (Kalm eta1.,1998)､今後シー
ケンスにより性染色体にあるC〟D遺伝子の塩基配
列上の違いを明らかにするとともに機能的な違い
の有無についても調査する必要性があると考えら
れた｡
要 約
DNAによる性判別法のミヤマオウム-の利用を
目的として､鳥類の性染色体上に存在するCHD
(chromo-helicase-DNAbindingprotein)遺伝子を標
的とする2種類のプライマーセットについて検討
した｡その結果､ミヤマオウムでは､2種類のプラ
イマーセットでDNAの増幅が認められたOしかし､
オウム､インコ類においで性判別の報告があるプ
ライマーAの雌雄間で認められる型が異なること
から判別ができなかったO-方､ワシ､タカ類の
cHD一打の配列を基に設計されたプライマーBを用
いた方法では､ミヤマオウムのW染色体由来の増
幅産物のみが検出されることから性判別が可能と
なった｡また､対照として用いたヨウムは､2種類
のプライマーセットで性判別が可能であったこと
から､プライマーBは､他の鳥種でも性判別のでき
る可能性が示唆された｡
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